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© Nucleosid-Derivate mit photolabilen Schutzgruppen 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft Nucleosid-Derivate 
mit photolabilen Schutzgruppen der allgemeinen Formel 



(I) 




(0 



gruppe mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein Arylrest 
X = so 2f OCO f OCS 

B = H, Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil, 2,6-Dia- 
minopurin-9-yl, Hypoxanthin-9-yl f 5>Methylcytosin-1-yl, 
5-Amino-4-lmidazolcarbonsaure-1-yl oder 5-Amino- 
4-lmidazolcarbonsaureamid-3-yl, wobei im Falle von B = 
Adenin, Cytosin oder Guanin die primare Aminofunktion 
ggf. eine permanente Schutzgruppe aufweist bzw. Thy- 
min oder Uracil an der 04-Position ggf. eine permanente 
Schutzgruppe aufweist. 

Weiter betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung 
dieser Nucleoside, deren Verwendung und daraus aufge- 
baute Nucleinsaure-Chips. 



mit 

d1 . 



CD 
00 
LO 

o 

LU 
Q 



H, N0 2 , CN, 0CH 3 , Halogen, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 
koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen 

R 2 = H f OCH3, N0 2 , CN f Halogen, Alkoxy-, Alkoxyalkyl- 
oder Alkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein Arylrest 
R 3 = H, Halogen, N0 2 , CN, Alkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen 
oder Arylrest oder aliphatischer Aryl rest mit 2 bis 5 C-Ato- 
men 

R 4 = H, Halogen, OCH 3 , CN, N0 2 , Alkoxy-, Alkoxyalkyl- 
oder Alkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder Arylrest 
R 5 = H oder eine bei der Herstellung von Oligonukleotiden 
ubliche Schutzgruppe 

R 6 = H, OH, Halogen, Alkoxy- oder Alkoxyalkylrest mit 1 
bis 4 C-Atomen oder XR 8 , wobei X = O oder S und R 8 = 
eine in der Nukleotidchernie ubliche Schutzgruppe 
R 7 = H, N0 2 , CN, OCH3, Halogen, Alkyl- oder Alkoxyalkyl- 
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Beschreibung 

eignen (Fodorei al.. Science 1991^5^76^^2^ ™8°nuldeot.den auf einer soliden Trageroberflache 

,o Jl^Z^^^ 5S5H VO " ^ von 3,0-Pnospn, 

96/18634). UmerVerwendung SSKcSSSSSLt3"T PPe d ^"-?- Positi °n aufweisen, bekannt <W<£ A - 
Oligon.ers von, 3'- zun, cllgi DiZei fir DNA-Chips herstellen. wobei der Aufbau des 

veranken, das 5-OTI-F.nde is, fre SJfc iS DNA~W SSL.™ T'L ^ der festen Pha - 

bridisierungsexperin.en.e verwcndcn aber nicht fUr be^Hmn te F v Methocte er/eugi warden, lassen sich furHy- 

.5 Oder Ligase), diVein freies 3"-OH erfordem Enzy.nreakt.onen (z. B. mi. der der DNA-Polymerase 

^^^^^^^•^^^i^^ NUClCOSide "" d d — De ™ berei.- 
ErfindungsgemaBe Nucleosid-Derivate haben folgende Formel: nlerans P rucne n- 




(0 



nut 



35 S - H SSi C Nb OC S' n a !° SUn ' a!!?'"' A ' kOXy - ° dCr Alk <»y^est ™« 1 bis 4 C-A.omen 

L^ H nSo"S mk 1 biS 4 C - A — ^ — X = O Oder S und R* = eine 

5 =~SO, N ScO C CCS 0 " 3 ' Ha '° gCn - Alk5 "" ^ A,k ° x y alk y'g-ppe mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein Arylrest 

an^rottg^ 

Analoges giU f 0r die Arylgruppe ^^72^ U "^< 

Vorzugswe.se s.ell. R-» H oder cincn Me.hylres, dar. In. Falle von R 4 * H sind die Subslituenlen R l R 3 am Ph 
vorzugsweise Wasserstoftresic. AuBerdem sielli in. Falle vnn _ nr „ £3 ouosmuenten R -R am Phenylnng 

a«r . !: , i h..i»bj. „:, , i i , i „ jiLu masssS 

ggf. durchane Schutzgruppe wie 2-(4-Niu- op henylsulfonyl)eihyl- oder 2-(4-Nitroph en yl)e.hyl- geschutzt sein VhZ 

pS^sss-t hy,nin oder Uracil eine schutzgruppe wie ^NiuoiJWiSoSS ^er o^sr 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



SDOCID: <DE_19915667A1_I_> 



DE 199 15 867 A 1 



Halogen bedeutet erfindungsgemaB F, CL, Bn I, wobei die drei erstgenannten bevorzugt sind. 

Die Hersiellung der erfindungsgemaBen Nucleosid-Derivate ist beispielhaft in Fig. 2 gezeigt, worauf nachfolgend Be- 
zug genomnien wird. Die Erwahnung von bestimmten Halogen- und Alkylsubstitutionen schlieBt immer gleichwirkende 
Aquivalente ein, z. B. "Chlor-" schlieBt nicht aus, daB auch die entsprechenden Fluor- oder Bromverbindungen einsetz- 
bar sind. Ebensolches gilt fiir "Methyl-", das auch die entsprechenden anderen Niederalkylverbindungen, wie Ethyl-, 5 
- Propyl- oder Butyl mil einschlieBL Die Reste R l , R 2 , R 3 , R 4 . R 6 , R 7 und X haben die oben genannten Bedeutungen. 

Die Herstellung beginnt mil der Preparation eines Acylierungsreagenzes. Hierzu wird auf Fig. 1 verwiesen. Ausge- 
gangcn wird hicrfiir bevorzugt von einem Chlorkohlensaureester (II, mit X = OCO), der sich beispielsweise gemaB der 
Vorschritt in WO-A-%/18634 oder gemaB nachlblgendem Beispiel 1 erhalten laBt. Analog ist ein gewiinschter Chlort- 
hiokohlcnsaureestcr (II, mit X = OCS) uber die analoge Umsetzung mit Thiophosgen zuganglich. Das Acylierungsrea- to 
gen/ (IV) wird dann durch Umsetzung des Chlorkohlensaureesters (II, mit X = OCO) oder des Chlorthiokohlensauree- 
sters (II, mil X = OCS) oder ein entsprechcndes Sulfonylchlorid-Derivat (II, X = SCV) mit einer Verbindung (III), vor- 
zugsweise N-Mcthylimidazol, generiert. Diese Reaktionen werden in einem polaren organischen lAsungsmitlel, vor- 
zugsweise Dichlormethan, bei Temperaturen zwischen -10°C und +10°C, vorzugsweise bei 0°C durchgefuhrt. Vorzugs- 
wcise wird der Reaktion Molekularsieb zugesetzt und mit einem UberschuB an Verbindung (III), bevorzugt N-Methyli- 15 
midazol, in bezug auf die eingesetzte Verbindung (II) gearbeitet: 1-10 Aquivalente, bevorzugt 2-5 Aquivalente. Alter- 
nativ zu N-Mcthylimidazol kann die Generation des Acylierungsreagenzes auch mittels anderer heterocyclischer Verbin- 
dungen (III), wie Pyridin, 4-N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP), Triazol, Tetrazol oder Imidazol verlaufen. 

^ Altcrnativ ist das Acytierungsreagcnz (IV, Z = triflat) ausgehend von N,N-Carbony!dii midazol (V, Y = CO) oder N,N- 
Thiocarbonyldii midazol (V, Y = CS) nach Methylierung mit einem Methylierungsreagenz (VI), vorzugsweise Trifluor- 20 
incthansulfonsaurcmclhylester. und Umsetzung mit dem entsprechenden Alkohol (VIII) zuganglich. Hierbei wird die 
Reaktion bevorzugt in einem polaren organischen Losungsmittel, vorzugsweise in Nitromethan oder einem Gemisch von 
Nitromethan und Dichlormethan, bei Temperaturen zwischen -10 und +10°C, vorzugsweise 0°C, durchgefuhrt. Die Me- 
thylierung von (V) erfolgt beispielsweise gemaB Rapoport et ah, J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, S. 4856-4859. Nach er- 
folgter Methylierung wird der entsprechende Alkohol (VIII) zugesetzt und somit das Acylierungsmittel vom Imidazoli- 25 
unityp (IV, Z = iriRnt) in Form eines Triflatsalzes generiert. Werden bei der Methylierung von (V) als Methylierungsrea- 
genz (VI) Met hyljodid oder Mccrwcinsalzc cingesctzt, konncn die Acylicrungsrcagcnzicn (IV) cntsprcchcnd in Form ih- 
rer lodid oder Tctranuoroborat-Salze crzeugt werden. Die Umsetzung von Verbindung (V) mit dem entsprechenden Me- 
thylierungsmittel erfolgt vorzugsweise im Verhaltnis 1 : 1 bis 1 : 10, bevorzugt im Verhaltnis 1 : 2. Die Umsetzung der 
methylierten Form (VI) mit dem entsprechenden Alkohol (VDI) erfolgt vorzugsweise im Verhaltnis 1 : 1 bis 1 : 10, ganz 30 
bevorzugt im Verhaltnis 1 : 1 bis 1 : 2. 

Das Acylierungsreagenz (IV) wird weiter mit einem ggf. geschtitzten Nucleosid (IX) umgesetzt. 5*-DMTr-geschutzte 
Nucleoside der allgemeinen Formel (IX) sind beispielsweise kauflich erhaltlich von den Firmen Proligo, Fluka, Sigma 
oder Aldrich. 

Die Umsetzung des Acylierungsreagenz (IV) mit den geschutzen Nukleosiden (DC) erfolgt vorzugsweise in Dichlor- 35 
met nan oder einem I^osungsmittelgemisch aus Dichlormethan und einem polaren organischen Losungsmittel ggf. in Ge- 
genwart einer Base, wie Pyridin. N-MethylimidazoL 4,N,N-Dimethylaminopyridin. Ethyldiisopropylamin (EtN(i-pr)2) 
oder Triethylamin. bei Temperaturen zwischen -60 und +25°C, bevorzugt 0°C. Als polares organisches Losungsmittel 
wird vorzugsweise Dichlorethan, Nitromethan, DMFoder Pyridin eingesetzt. Das Mischungsverhaltnis von Dichlonne- 
than zu dem polaren organischen Losungsmittel unterliegt keiner Beschrankung. Vorzugsweise werden jedoch 1 bis 40 
3 Vol.-Tcile Dichlormethan pro Vol.-Teil polarem organischem Losungsmittel eingesetzt. Bevorzugt wird eine Losung 
des Acylierungsreagenz (IV) in Dichlormethan vorgelegt und das Nucleosid (IX), welches ebenso in Dichlormethan ge- 
lost wurdc, zugetropft. Das Molverhaltnis von Acylierungsreagenz zu Nucleosid kann vorzugsweise zwischen 1 : 1 bis 
5:1, bevorzugt bei 3:1, ganz bevorzugt bei 2 : 1 liegen. d. h. das Acylierungsreagenz wird bevorzugt im UberschuB 
verwendet. Die Konzentration des Nucleosids im Losungsmittelgemisch unterliegt keiner Beschrankung. Sie liegt je- 45 
doch bevorzugt im Bcreich von 0,1 bis 3,0 mmol pro 10 ml Losungsmittel. 

Nach erfolgter Umsetzung (bevorzugte Reaktionszeit: 1-12 Std.) kann das erhaltene Nucleosid-Derivat (X) isoliert 
werden. Danach erfolgt das Abspalten der 5-Schutzgruppe am Nucleosidbestandteil durch Umsetzen mit bevorzugt Tri- 
chloressigsaure oder Toluolsulfonsaure, ggf. mit Camphersulfonsaure oder Dichloressigsaure in Dichlormethan. Es wird 
das Nucleosid-Derivat (XI) erhalten, das Formel (I) gehorcht. 50 

Falls es gewiinseht ist, kann an der 5'- Position des Nucleosid-Derivats (XI) eine Phosphitamid-Gruppe eingefuhrt wer- 
den. Dies geschieht beispielsweise durch die Umsetzung des Nucleosid-Derivats (XI) mit Bis(diisopropylamino)(P-cya- 
noethoxy)phosphin unter Zusatz eines ieicht aciden Katalysators (beispielsweise Tetrazol, Pyridin-Hydrochlorid) oder 
durch Umsetzung des Nucleosidderivats mit Chlor-Diisopropylamino-2-cyanoethoxyiphosphin unter Zusatz einer Base 
(z. B. Diisopropylethylamin, N-Methylmorphin, Lutidin oder Collidin) und einem Losungsmittel (z. B. THF). Dabei ent- 55 
steht Verbindung (XLI). 

Der Vorteil die Utnsetzung des geschutzten Nucleosids mit einem milden Acylierungsreagenz durchzufiihren, liegt in 
der Selektivitat der Reaktion. Es werden quantitative Acylierungen der 3'-0-Position des Nucleosidbausteins ohne nach- 
leilige Nebenproduktfonnation erhalten. Werden hierzu reaktivere Acylierungsreagenzien, wie z. B. der Chlorkohlen- 
saureester selbst, verwendet. t.ritt. eine unkontrollierte Reaktion ein. Fs werden eine grofie Anzahl von Nebenprodukten 60 
gebildet, d. h. es besteht hierbei keinerlei Selektivitat fur das gewunschte 3-monoacylierte Produkt. In einer ganz beson- 
ders bevorzugten Ausfuhrungsfonn wird das geschutzte Nucleosid mit dem Acylierungsreagenz unter Zusatz von Mole- 
kularsieb durchgefuhrt. Mit Molekularsieb ist eine Steigerung der Selektivitat fur das gewunschte 3!-monoacylierte Pro- 
dukt zu beobachten. 

Die erfindungsgemaBen 3*-photolabilen Nucleoside konnen bei der photolithografischen Nukleinsaurechip-Synthese 65 
eingesetzt werden. Verfahren hierzu sind dem Fachmann ausreichend bekannt (z. B. Fodor et al., s. o.). Ein geeignetes 
Verfahren hierzu ist beispielsweise auch in der deutschen Anmeldung DE 198 58 440.7 gezeigt. Dort wird zwarein Ver- 
fahren gezeigt, das von 5'-photolabilen Nucleosiden ausgeht, aber die dort gezeigte Methodik laBt sich auf die Verwen- 
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S^iffiS!^ diese m Verfahren wi rd der bei der Chip-Synthese 

RNA, sowie Nucleinsaureanaloga wie PNALNA SSlS. ^ auf P baute Biomolekule, wie DNA oder 

standen weiden. S ' ^ Ch,maren von ™' DNA, RNA oder untereinander ver- 

(z. B. CeUuloseaccta CeUuS " M i S^lSS^ "p f^™^"' N y lon > Cell "°^ Cellulosederivatf 
Polyester. Teflon oder Polyethyle TS^^SS^^ 0 ' Po, y am,den : ^^nylchlorid, Polyvinylidenfluorid, 
pen versehen sein. z. B. ^^ZS^^S^f^ 0 T\ ' mU 5" ,en ««er geschUuten funkrionellen Grup- 
oderPhospha.-Gruppe^agen.In^^^ Carboxyl-Gruppe, Carbonyl-Gruppe, Thiol-, Amidi 

gemiB der dculscheTpatentan, neldung ; ! Austuhrungsrorm weisen d.e Trageroberflachen eine Deri vatisierung 

AnSS M iS mSS? 3S^K2 h °r ith H fahen Biochip-Synthese gemaB der deutschen 
ence 1991 S 7^7 ffvi T ^ u A n ^" Kondensauon, Oxidation und Capping wie ublich (Fodor et al Sci 

experiment als auch fur bestimm.e Enzymreaktionen (z. B. DNA^PoTymera^)' ^I^^^^^^ 1 "^ 

^~^~=~— ssmSSSSS 

UNA-Cnips, aber daruberhinaus noch hochparallel festphaseneestutzte Enzvmreaktionen f 7 T* ^ma o *u t" 

Die Erfindung wird weiler anhand der nachfolgenden Figuren beschrieben 
tig. 1 Herstellung eines Acylierungsreagenzes (allgemein) 

(a) Herstellung des Acylierungsreagenzes fur X = OCO 

(b) Herstellung des Acylierungsreagenzes fur X = OCS 
40 (c) Herstellung des Acylierungsreagenzes fur X = SO, 

Fig. 2 Allgemeiner Syntheseplan erfindungsgemaBw 3-photolabiler Nucleosid-Derivate 

fig. .1-6 iyntheseplane der Verbindungen gemaB der Beispiele 1-6 

X" 8 eineS O'igonukleotids unter Verwendung .T-photolabiler 5'-Phos P hitamide 

Fig. 9 DNA-Chip-Syntheseprinzip 

™^^^^^ 

Beispiel 1 

2-(2-Nitrophenyl)propoxycarbonylchlorid (2) 

n,i^ 5 ml T Diphos f n WMmmol) in 10 ml absolutem THF werden unter Stickstoffatmosphare bei 0°C uber eine Ka 
l ' e }? su ?i * stehe ™L a " s 7.2 g 2-(2-Nitro P henyl) P ropanol (39,9 mmol) und 4,4 ml N-MetL^orpholin H9 7 
mmoi) ,n 15 ml absolutem IW langsam zugegeben. Nach 1 Std. Ruhren bei 0°C wird vom gebiWetenSe^chlai ah 
gesaugt und das FUtrat am Hochvakuum abgezogen. Man erhalt 6,91 g von (2) in Form eJSSI braunes Ob O^T 

Beispiel 2 

l-Methyl-3[2-(2-nitrophenyl)propoxycarbonyllimidazoliumchlorid (3) 

to^^Sk^S AuS ^ hl "f von ^ht werden bei 0°C zu 0,8 ml N-Methylimidazol (12,66 mol) und Mole- 
n- » J? m , 1 . absolutem Dichloniiethan 0,55 ml 2-(2-Nitiopheny0propoxycarbonylchlorid V>) (5 mmol) Z 
geben. Die Reak.ions.osung wird 15 Minuten bei 0°C gertihr, DieseVaktions.osung wird'direkt to ^yliTnTnge et 
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Beispiel 3 

l-Methyl-3-[2(2-nitrophenyl)propoxycarbonyl]imidazoliumtriflat (4) 

Unier Sliekslorfalmosphiire werden 2,19 g N,N-Carbonyldiimidazol (13,5 mmol) in 40 ml absolutem Dichlormethan 5 
und 10 ml absolutem Niiromethan gelost und auf 0°C gekuhlt. Es werden 3 mi Trifluormethansulfonsauremethylester 
(27 mmol ) /.ugegeben und bei 0°C geruhrt. Nach 30 Min. wird eine Losung, bestehend aus 1,22 g 2-(2-Nitrophenyl)pro- 
panol (0.75 mmol) in 10 ml absolutem Dichlormethan zugegeben. Die Reaktionslosung kann nach 1 Std. Reaktionszeit 
direki Kir Ac\ lierungen eingesctzt werden. 

Beispiel 4 

3 , -0-[2-(2-Nitrophenyl)propoxycarbonyl]thymidin (7) 

1 .OSS - 5 -< >nimcilunylrilyl-thymidin ((5), 2 mmol; Fa. Proligo, Hamburg) werden unter Sticks toff atmosphare und is 
untcr Au%Hch!u.; von l.ichi /u ciner l-MethylO-[2-(2-nitrophenyl)propoxycarbonyl]imidazoliumchlorid-Acylierungsre- 
akiion i.ii ihcwcsiclli aus 0.55 ml 2-[2-Nitrophenyl)propoxycarbonyichlorid (4,9 mmol), 0,8 ml N-Methylimidazoi 
(10 mmol » i.nd Molckulursich U A) zugefugt. Das Reaktionsgeinisch wird abgedunkelt uber Nachtbei 4°C gelagert. Das 
Molekularxwb und .ibirdrcnni und die organische Phase gegen 50ml gesattigte Natriumbicarbonatiosung extrahiert. 
Nach 'IWkivn .^.mivhon lliase uber Natriumsulfat wird 100 ml einer 3% Trie h lores sigsaure losung in Dichloret- 20 
han /.u£Liii}<i 1 he stark rn ^ci.irhu- Losung wird niit 100 ml gesattigter Natriumbicarbonatiosung extrahiert, die organi- 
sche Phase- uhc N iiriuiuMilui LVimcknet und evaporiert. Die Reinigung erfolgt uber Saulenchromatografie [30g Si0 2 ; 
Eluiion mil M.*.|'Hh\ Uv ji o : 4. 250 ml), dann Toluol/Ethylacetat/Methanol (5:4: 0,5, 300 ml)]. Die Ausbeute an 
Verbinduni: < 7i rxirj^t 7s 1 >u£ in i onn eines weiBen Schaumes (87% Ausbeute). 

25 

Beispiel 5 

3'-0-[2-(2-Nitr.^>cn\l j>r^>'v>curK>nyl]thymidin-5 , -0-[2-cyanoethylHN,N-diisopropyiamino)phosphoramid^ (9) 

Unter SlicUi. •! I. m Mature ucrdcn449 mg 3 , -0-[2-(2-Nitrophenyl)propoxycarbonyl]thymidin (7) (1 mmol)in 20 ml 30 
absolutem DichKnucihu i ^cltnt. lis werden unter Stickstoffatmosphare und unter AusschluB von Licht 0,22 ml N-Me- 
thylmorpholin .2 iihimIi und 0,24 ml (2-Cyanoethyl)-N,N-diisopropylphosphorimidochloridit (8) (1,1 mmol) zugefugt 
und 30 Minutcn jivruhrt. lis u ird ^-egen 50 mi gesattigte Natriumbicarbonatiosung extrahiert, die organische Phase uber 
Natriumsullui ^cir^knci uml c\ j|H»ricrt. Die Reinigung erfolgt uber Saulenchromatografie [10g Si0 2 ; Elution mit To- 
luol (50 ml). Tolu..|/Hh>!jceiu! (4 : 1; 50 ml), Toiuol/Ethylacetat (3 : 1, 40 ml), Toluol/Ethylacetat (2 -. 1, 120 ml)]. Die 35 
Ausbeute bcMru-i M * > iiij; Vcrbindung (9) in Form eines weiBen Schaumes (46% Ausbeute). 

Beispiel 6 

3'-0-|2M2-Nitrophenvl)propoxycarbonyl]->^^ (12) 40 

1,0 g 5-0-Diiiicilio\virii>l-Nr , -|(4-( fe %utyl)phenoxy)acetyl]-2 , -desoxyadenosm (1,34 mmol) in 20 ml absolutem Di- 
chlormethan werden durch cine Kanule unter StickstofTatmosphare und unter AusschluB von Licht zu einer l-Methyl-3- 
[2-(2-nmophenyhpro|>>\w;irN>nyn (3) (hergestellt aus 0 ; 30 mi 2-[2-Nitrophe- 

nyl)propoxycarbon> khlorid (2.(>S mmol), 0,534 ml N-Methylimidazol (6,7 mmol) und Molekularsieb 4 A) zugefugt. 45 
Das Reaktionsgcmisch vurd abgedunkelt uber Nacht bei 4°C gelagert. Das Molekuiarsieb wird abgetrennt und die on/a- 
nische Phase gegen SO ml gesiiuigie Natriumbicarbonatiosung extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase uber 
Natriumsulfat wird dicsc 30 Min. in einer 1% Toluolsulfonsaurelosung in Dichlormethan/Methanol (4 : 1) geruhrt. Die 
stark rot gefarbte I.osung u ird mit 100 ml gesattigter Natriumbicarbonatiosung extrahiert, die organische Phase uber Na- 
triumsulfat getrocknci und evjporicrt. Die Reinigung erfolgt uber Saulenchromatografie [30 g SiO?; Elution mit Toluol, 50 
dann Toluol/Eihy lucciui (4:1. 100 ml), (7 : 3, 100 ml), (3.2, 100 ml), (1 : 1, 200 ml), (2 : 3, 200 ml), (3 : 7, 200 ml). Die 
Ausbeute an Vcrhindung.t 1 2 ) hctriigj 324 mg in Form eines weiBen Schaumes (37% Ausbeute). 

Beispiel 7 

Herstellung von DNA-C *hips mit I lilte von Phosphoramiditen vom Typ 3'-0-Photoschutzgruppe-5 , -Phosphoramidit mit- 

tels photolithographischer Techniken 

Die DNA-Chip-Symhese wurde analog dem bekannten Verfahren von Fodor et al. (Science 1991, 251, S. 767 ff) auf 
einer Glasoberfliiehe als Triigcr durchgefuhrt. Hinsicht.lich des Bestrahlungsschritts wurde jedoch gemaG der deutschen 60 
Patentanmeldung DM 198 5 S 440.7 verfahren. Der Reaktionsablauf ist schematisch in Fig. 9 gezeigt. Als Nucleosid 
wurde die erfindungsgemaBc Vcrbindung (9) (3 , -0-[2-(2-Nitrophenyl)-propoxycarbonyl]thymidin-5 , -O-[2-cyanoethyL]- 
(N,N-diisopropylamino)phosphoramidit]; s. Beispiel 5) eingesetzt. 

Der angewendele Zyklus und die speziellen Synthesebedingungen sind in der deutschen Patentanmeldung 
DE 198 58 440.7 gezeigt. worauf hier Bezug genommen wird. Das allgemeine Syntheseprinzip ist auch in Fig. 7 gezeigt. 65 

In Fig. 8 ist einc Fluoreszenzanalyse des hergestellten Chips mit d(T 9 ) zu sehen. Das Muster entspricht der angewen- 
deten Maske II. d. h. cs war eine erfolgreiche DNA-Chip-Synthese moglich. 

Dieser Chip hat den Vorleil. duB die Ankopplung des Nucleotidstrangs uber das 5'-Ende erfolgt und somit das 3'-Ende 
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1U1L 

r2 I J}' ™£ ( : JJo 0< S' SI 086 "' * u AJk ° Xy - ^ Aikoxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen 

X /sO, N &o' oSf"" A "' ! "" Alk ^»' k ^™PP« "* 1 H, 4 CAU,me„ ode, ei„ Acta, 

4. Nuc eosid-Denvat nach einem der Anspriiche 1-3. wobei R 4 = CH 3 ist 

S£SS££S^, ■ P- N ^H 4 -CH 2 -CH 2 -0-P-N(Q) 2 , P -N0 2 -C 6 H 4 -CH 2 -CH 2 .0-P-N(Q) 2 oder 

l£iSS2S P " ^ VerSChieden 56111 k6n " en Und linearC ° der V ™S" Alkylate mit 1 bis 4 C- 

6. Nucleosid-Deriva. nach Anspruch 5. wobei die Y-Gru PP e Ethyl- oder Isopropyl- ist 

o Jucleosid-Derivat nach Anspruch 7, wobei Halogen F, CI oder Br bedeutet 

fan • r„e ZU 4*inS Un | V °n Nucleosid ;Derivaten nach einem der Anspruche 1-8. wobei man 
(al) eine Verbindung der allgemeinen Formel (II) 




itl d ^ ?/ u 2 ', R3, R ' R7 Und X die oben genannie Bedeutung haben, 

S ^eASn 7 "'^^"' N : N - D ; m ^y'a-inopyridin, Triazol oder Tetra.o. umsetz,, oder 
(ai) eme Verbindung der allgemeinen Formel (V) 

Y = C = O oder C = S 

mit einem Methylierungsmiuel umsetzt sowie das erhahene Produkt mit einem Alkohol reagieren laBt und anschlie- 
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(b) das in Stufe (al) oder (a2) gebildete Acylierungsreagenz (IV) 



R 2 R 3 4 

y r 



// \ 1 n R J 
R' ({ Wc-C-X-W © , \ / R -» ^ • 5 

> — \ R — \ V-C-C-O-y-n NMe 

IV(Z=CI) R? N ° 2 

IV (Z=triflat) 



^ CH 3 ) 



N 7" ode r ^r- N . 20 



Y = C = O oder C = S 

mit einem Nucleosid der allgemeinen Formel (DC) 
B 

DMTrO 




25 



30 



in der R 5 , R 6 und B die oben angegebene Bedeutung haben, reagieren laBt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei man in der 5-Stellung der entstandenen Nucleosid-Derivate eine Phosphi- 
tamid-Gruppe der Formel 35 
p-NC-CH 2 -CH 2 -(>P-N(Q) 2 , p-NC-C 6 H 4 -CH 2 -CH 2 -0-P-N(Q) 2 , p-NO,-C 6 H 4 -CH,-CH,-0-P-N(Q) 7 oder CH,=CH- 
CH 2 -0-P-N(Q) 2 ist, 

wobei die Q-Gruppen gleich oder verschieden sein konnen und Hneare oder verzweigte Alkylreste mit 1 bis 4 C- 
Atomen bedeuten, einfuhrt. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei man Stufe (a) in einem polaren organischen Losungsmittel bei Tern- 40 
peraturen zwischen -10 und +10°C durchfuhrt. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, wobei das polare Losungsmittel Dichlormethan ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei die Temperatur ca. 0°C betragt. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 13, wobei man Stufe (b) in Dichlormethan oder einem Dichlorme- 
than enthaltenden Losungsmittelgemisch bei Temperaturen von ca. 0°C durchfuhrt. 45 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei man in Stufe (b) das in Stufe (a) gebildete Acylierungs- 
mittel in Dichlormethan voriegt und das Nucleosid zutropft. 

17. Verwendung der Nucleosid-Derivate nach einem der Anspriiche 1 bis 8 zum Aufbau von Oligonukleotiden oder 
Nukleinsaure-Chips. 

18. Nukleinsaure-Chip, bei dem die iiber eine lichtgesteuerte Synthese aufgebauten Oligomeren uber das 5-Ende 50 
an die teste Phase gekoppelt sind. 
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